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論文内容の要旨
譲
凝固における制御系因子のひとつであり，プロテイン C の補酵素であるプロテイン S の欠乏症は，比較的最近発見
ぎれた常染色体優性の血栓性疾患で、ある。本疾患は，臨床検査上，二次性のプロテイン S 欠乏症との鑑別が困難であ
ることから，遺伝子診断が重要でトあるとされている。しかし，プロテイン S 遺伝子には97%の相向性をもっ偽遺伝子が
存在すること，そして80 kb 以上の巨大なゲノムをもち 15 ものエクソンからなることから，プロテイン S 欠乏症の原因
遺伝子の同定は容易でない。そこで本研究では，深部静脈血栓症患者を対象として血栓症の発症に関与するプロテイ
ン S 欠乏症の遺伝子異常について検討した。
く方法〉
当教室に通院中で深部静脈血栓症の存在が明らかな115WU を対象にして，プロテイン S 活性のスクリーニングをおこ
なった。凝固法で低下が認められた症例31例に対し， ELISA 法にて総抗原量および遊離抗原量を測定し，プロテイン
S 欠損症あるいは異常症の診断を得た患者について，説明と同意のもとプロテイン S の遺伝子解析をおこなった。遺
伝子解析の方法は，白血球よりゲノム DNA を抽出後，プロテイン S の15のエクソンを PCR 法により増幅し， 11011-
radioactive single strand comformational po]ymorphism (SSCP) 法で移動度に差のあったエクソンを DNA subｭ
cloning 法にて配列決定した。この方法でプロテイン S 遺伝子にこれまでに報告のない異常の認められた症例につい
て，家系内で遺伝子異常と発現型が一致しているかどうか，さらに正常100アレル中に異常遺伝子が存在しないかどう
かについて検討した。
〈成績〉
プロテイン S 欠乏症の11症例について， l1on-rac1ioactive SSCP 法を用いてプロテイン S 遺伝子のスクリーニングを
行った結果， 3 症例においてプロテイン S 欠乏症を引き起こす全く新しい原因遺伝子を明らかにすることができた。
そのうち 2 例はタイプ I 欠損症であり， 1 例はタイプ II異常症であった。タイプ I 欠損症のうち， 1 例はプロテイン
S遺伝子上の sexhormone-binding globulin-like domain にある G → A 変異であり，アミノ酸配列上グリシンからセ
リンへの変異により，プロテイン S抗原量の低下を生じると考えられた。このアミノ酸配列は動物種で広く保存され
ており，さらにその異常は重大な構造変化を来すと推察されることから重要な遺伝子の異常と考えられた。またもう
1 例のタイプ I 欠損症はエクソン 3 の3' 末端の G → C 変異であり，アミノ酸配列上ではパリンからロイシンへの変異
が疑われた。しかしスプライシングスコアの計算からアミノ酸変異による構造変化で生じる蛋白レベルでの分解より
むしろスプライシング異常によるメッセンジャー RNA レベルの不安定'性によって生じるプロテイン S 欠損症である
と考えられた。タイプ II異常症の 1 例はプロテイン S 分子の Gla ドメイン内の A → G 変異であり，アミノ酸配列上で
はリジンからグルタミン酸への変異であった。 Gla ドメインがカルシウム結合部位として重要であることから，この変
異はカルシウムによるプロテイン S 分子の構造変化に重大な影響を及ぼす可能性があると考えられ，その結果プロテ
イン S 分子の機能発現が抑制されていると考えられた。さらに家系調査によって家系内での異常遺伝子の存在と発現
系が一致してること，また正常100アレル中に該当する遺伝子異常が存在しないことを明らかにした。以上よりこれら
の遺伝子変異がプロテイン S 欠乏症のひとつの原因遺伝子変異であることが証明された。
く総括〉
Non-radioactive SSCP 法を用いた遺伝子スクリーニングによって深部静脈血栓症患者におけるプロテイン S の遺
伝子異常の検討を行い，全く新しい 3 種類の先天性プロテイン S 欠乏症の原因遺伝子変異を見いだした。
論文審査の結果の要旨
プロテイン S の欠乏症は，比較的最近発見された血栓性素因であるが，本研究では，深部静脈血栓症患者を対象と
してプロテイン S 欠乏症の遺伝子異常について検討している。
深部静脈血栓症患者115例を対象にして，臨床検査上プロテイン S 欠乏症と思われる 11症例について， PCR-SSCP 法
を用いてプロテイン S の遺伝子解析をおこなった。その結果， 3 症例においてプロテイン S 欠乏症を引き起こす全く
新しい遺伝子異常を明らかにすることができた。タイプ I 欠損症の 1 例はプロテイン S 遺伝子上の sex hormoneｭ
binding globulin-like domain にある G → A 変異であり，もう 1 例のタイプ I 欠損症はエクソン 3 の3' 末端の G → C
変異であった。タイプ II異常症の 1 例はプロテイン S 分子の Gla ドメイン内の A → G 変異であり，プロテイン S 分子
の構造変化に重大な影響を及ぼす可能性があると考えられた。さらに家系調査および正常100アレル中の遺伝子異常の
検索をおこなしh これらの遺伝子変異がプロテイン S 欠乏症の原因遺伝子変異であることを証明している。
深部静脈血栓症患者におけるプロテイン S の遺伝子異常の検討を行い，全く新しい 3 種類の先天性プロテイン S 欠
乏症の原因遺伝子変異を見いだ、したこの研究は学位に値するものと考える。
